ヒト化抗ヒトdeath receptor 5 抗体CS-1008の抗腫瘍効果と抗腫瘍メカニズムに関する研究 by 橋本 あゆみ
ヒト化抗ヒトdeath receptor 5 抗体CS-1008の抗腫
瘍効果と抗腫瘍メカニズムに関する研究
著者 橋本 あゆみ
内容記述 この博士論文は内容の要約のみの公開（または一部
非公開）になっています
発行年 2015
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2014
報告番号  12102甲第7369号
URL http://hdl.handle.net/2241/00133972
 
 
 
 
ヒト化抗ヒト death receptor 5抗体 CS-1008の 
抗腫瘍効果と抗腫瘍メカニズムに関する研究 
 
 
 
 
 
 
 
筑波大学大学院 
生命環境科学研究科 
生命産業科学専攻 
博士 (生物科学) 学位論文 
 
橋本 あゆみ 
 
 
 
 
目次 
 
略号一覧 .......................................................................................................................... 1 
 
緒言 .................................................................................................................................. 6 
 
第一章 CS-1008のヒト癌細胞およびヒト肝細胞に対する作用 ........................ 16 
1.1 序論 ...................................................................................................................... 16 
1.2 材料と方法 .......................................................................................................... 18 
1.3 結果 ...................................................................................................................... 24 
1.3.1 ヒト腫瘍細胞株に対する CS-1008のアポトーシス誘導活性 .................. 24 
1.3.2 ヒト肝細胞に対する CS-1008の細胞傷害活性 .......................................... 25 
1.3.3 COLO 205移植モデルにおける CS-1008の薬効 ....................................... 26 
1.4 考察 ...................................................................................................................... 27 
 
第二章 CS-1008と標準治療薬の併用とメカニズム解析 .................................... 41 
2.1. 序論 ...................................................................................................................... 41 
2.2 材料と方法 .......................................................................................................... 44 
 
 
2.3. 結果 ...................................................................................................................... 51 
2.3.1 CS-1008と化学療法剤の併用による抗腫瘍活性 ....................................... 51 
2.3.2 CS-1008とカンプトテシンまたは 5-FUの in vitro併用効果 ................... 54 
2.3.3 CS-1008とカンプトテシンまたは 5-FUの併用メカニズム解析 ............ 56 
2.4 考察 ...................................................................................................................... 60 
 
総合議論 ........................................................................................................................ 87 
 
参考文献 ........................................................................................................................ 96 
 
本研究に関する発表論文 .......................................................................................... 120 
 
謝辞 .............................................................................................................................. 121 
 
 
1 
 
略号一覧 
 
5-FU 5-fluorouracil 
ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity 
ADCP antibody-dependent cellular phagocytosis 
Apaf-1 apoptotic peptidase activating factor 1 
ATP adenosine triphosphate 
Bad bcl-2 associated agonist of cell death 
Bak bcl-2 antagonist/killer 1 
Bax bcl-2 associated X protein 
BCA bicinchoninic acid 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large 
BH3 bcl-2 homology 3 
Bim bcl-2 interacting mediator of cell death 
Bid BH3 interacting domain death agonist 
CAD caspase-activated DNase 
CDC complement-dependent cytotoxicity 
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CDR complementarity determining region 
cIAP cellular inhibitor of apoptosis protein 
Cip1 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 
COX IV cytochrome c oxidase subunit 4 
CTL cytotoxic T lymphocyte 
CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
DcR decoy receptor 
Diablo direct IAP binding protein with low pI 
DISC death-inducing signaling complex 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium  
DMSO dimethyl sulfoxide 
DNA deoxyribonucleic acid 
DNase deoxyribonuclease 
DR death receptor 
EGFR epidermal growth factor receptor 
FADD Fas-associated death domain 
FBS fetal bovine serum 
FcγR Fc fragment of IgG receptor 
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FDA food and drug administration (in US) 
FITC fluorescein isothiocyanate 
GPI glycosylphosphatidylinositol 
HAV hepatitis A virus 
HBV hepatitis B virus 
HBs hepatitis B surface 
HDAC histone deacetylase 
HER2 human EGFR-related 2 
hIgG1 human IgG1 
HLA human leukocyte antigen 
HRP horseradish peroxidase  
IAP inhibitor of apoptosis protein 
IgG immunoglobulin G 
I-κB inhibitor of κB 
JNK c-jun N-terminal kinase 
Mcl-1 myeloid cell leukemia 1 
MDSC myeloid-derived suppressor cell 
MEM minimum essential medium 
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MHC major histocompatibility complex 
mTOR mammallian target of rapamycin 
MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl) 
  -2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide 
NF-κB nuclear factor-κB 
NK natural killer 
NSCLC non-small cell lung cancer 
OPG osteoprotegerin 
PARP poly (ADP-ribose) polymerase 
PBS phosphate buffered saline 
PD-1 programmed cell death 1 
PD-L1 programmed cell death ligand 1 
PE phycoerythrin  
PI propidium iodide 
Puma p53 up-regulated modulator of apoptosis 
PVDF polyvinylidene difluoride 
QOL quality of life 
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RANK receptor activator of NF-κB 
RANKL receptor activator of NF-κB ligand 
RNA ribonucleic acid 
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 
Smac second mitochondria-derived activator of caspases 
TNF tumor necrosis factor 
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 
VEGF vascular endothelial growth factor 
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor 
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein 
6 
 
緒言 
 
 アポトーシスは細胞死の一形態として定義された言葉であり、Kerr らは電子
顕微鏡による形態学的観察に基づいて、細胞が膨潤して死滅する形をネクロー
シスと言うのに対し、核の破壊を伴う細胞死をアポトーシスと定義した 1)。その
後、アポトーシスにおいてはクロマチンの凝縮に続く核クロマチン DNAの規則
的な分解が起こるという特徴が見出され、この特徴と形態学的変化を併せて今
日のアポトーシスの定義が完成した 2)。アポトーシスは生理学上非常に重要な役
割を担っている。特に、アポトーシスは、発生過程における組織、器官、およ
び体の「形態形成」、成体のなかで老化して不要となった細胞の除去による「生
体制御」、DNA傷害などの異常をきたした細胞の排除による「生体防御」、の主
に 3 つの生命現象に深く関わっている。このような現象によって、多細胞生物
の統制が保たれ、正常な遺伝子の存続と種の保存を可能にしている。つまり、
ゲノム DNAに傷害が起こり、その異常によって細胞が有害になる危険性がある
場合は、DNAを修復するよりもむしろその細胞が自死するほうが、個体にとっ
てはより安全であるという考えに基づいている。このアポトーシスの機構は多
細胞生物が進化の過程で獲得したものと予想されるが、遺伝子の存続および種
の保存にとって最も効率的かつ安定した方策であったのだろう 3)。 
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 アポトーシスの機構は、主に 3 つの過程に分けて考えることができる。アポ
トーシスシグナルとなる「誘導」、細胞内の状態を総合的に判断する「決定」、
最終的な「実行」である。誘導と決定には、シグナルの種類あるいは細胞の種
類と状態の違いによって多様性が見られる。実行はカスパーゼと DNase による
分解カスケードに収束すると考えられる 4, 5)。アポトーシスの誘導機構は内因性
経路と外因性経路の大きく 2つの経路が存在する (図 1) 。内因性経路はミトコ
ンドリアを経由する経路である。DNA傷害や酸化ストレス、小胞体ストレスに
よって活性化されたアポトーシス促進因子の BH3-onlyタンパク Bim、Bad、Puma、
Noxa、Bidなどはミトコンドリアに移行し、アポトーシス抑制性のBcl-2やBcl-xL、
Mcl-1、あるいは、マルチドメインの Baxや Bakと結合する 6)。これにより、Bax
と Bak の両因子が活性化され、ミトコンドリア外膜の透過性が亢進し、チトク
ロム cや smac/diabloといったカスパーゼ活性化能を有する因子が細胞質へと放
出される 7)。外因性経路は TNFレセプターや Fas、DR4、DR5からの刺激によっ
て引き起こされる 8, 9)。リガンド刺激を受けたレセプターは FADD とプロカス
パーゼ 8を含むタンパク複合体 DISCを形成し、カスパーゼ 8の自己活性化を引
き起こし、続けてカスパーゼ 3 を活性化する 10)。細胞によってはカスパーゼ 8
により Bid が切断されて活性化し、アポトーシスシグナルをミトコンドリアに
伝達する 11)。その後の実行過程ではカスパーゼによる特定タンパク質の限定分
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解が中心的な役割を果たしている。カスパーゼは不活性なプロカスパーゼの状
態で存在し、自己あるいは他のカスパーゼによって限定分解され、二量体化し
て活性型に変換される 8, 12)。DR のシグナルではカスパーゼ 8、2、10 を頂点と
するカスパーゼ 3、7の活性化のカスケードが知られている 8, 13)。アポトーシス
の実行には DNAのヌクレオソーム単位での断片化が含まれている。これを司る
酵素としては、DNaseγや CADが報告されており、アポトーシスシグナルや細胞
種の違いにより DNase を使い分けている可能性が示唆されている 4, 5, 14)。アポ
トーシスに陥った細胞は、最終的にはマクロファージなどの食細胞によって貪
食除去されていく。このクリアランスの過程において、食細胞はアポトーシス
細胞の細胞膜表面で起こるホスファチジルセリンの露出や、糖タンパク質の糖
鎖構造の変化を細胞表面の特異的センサーで認識して貪食する 15)。 
 アポトーシスは基本的な生命現象や生体の恒常性に重要な役割を果たしてい
るだけでなく、癌や自己免疫疾患、エイズ、肝炎、アルツハイマー病などの多
くの疾病の発症に深く関わっている 16, 17)。癌の発生には細胞増殖の亢進だけで
なく、アポトーシスの抑制が重要な役割を果たしている。多くの癌細胞では、
c-myc の高発現による細胞増殖の促進と同時に、Bcl-2 の高発現によりアポトー
シスを回避できる状態になっている 18)。また、大腸癌をはじめとする多くの癌
組織において p53の変異や欠失が高頻度で認められる 18)。したがって、アポトー
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シスの抑制が癌の発生や異常増殖の原因になっていると考えられており、アポ
トーシス関連因子を標的とし、強制的にアポトーシスを誘導する薬剤が見出さ
れれば、癌特異的に、強く広い効果を発揮するものと期待されている。 
 TRAILは TNFリガンドスーパーファミリーに属する II型膜タンパクであり、
そのレセプターはこれまでに 5種類同定されている (図 2) 。DR4 (TRAIL-R1) と
DR5 (TRAIL-R2) は細胞内領域にデスドメインを有し、TRAIL の結合によりア
ポトーシスシグナルを伝達する 9)。一方、細胞内にデスドメインを持たない DcR1 
(TRAIL-R3) と DcR2 (TRAIL-R4) も存在し、これらは TRAILの DR4と DR5へ
の結合を邪魔する ‘おとり (decoy)’ と考えられている 19)。実際に正常組織にお
ける DcR1 と DcR2 の mRNA 発現およびタンパク発現は癌細胞よりも高く、
TRAIL感受性を調節する因子であると考えられている 20)。最近の研究で、DcR1
はDR5に会合してヘテロダイマーを形成することでTRAILの誘導するアポトー
シスを阻害しており、TRAIL の DcR1 への結合は必須ではないことが明らかと
なった 21)。また、可溶型受容体であるOPGとも結合することが知られているが、
OPG は本来のリガンドである RANKL と高い親和性を有しており、
RANK-RANKL の造骨細胞と破骨細胞の調節因子としての役割のほうが大きい
ことが判明している 22, 23)。X線結晶構造解析の結果、TRAILは三量体として存
在することが明らかとなっており、TRAIL が DR に結合すると DR は多量体化
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して、細胞内で FADDやカスパーゼ 8を含む DISCを形成する 24, 25)。活性化カ
スパーゼ8はカスパーゼ3や6、7を順に切断して活性化していく (外因性経路)。
Bidもカスパーゼ 8によって切断され、ミトコンドリアからのアポトーシス促進
因子の遊離を引き起こす (内因性経路) 26)。このように、TRAILは DRを介して
外因性と内因性のアポトーシスシグナルを誘発して細胞死を誘導する。 
 DR5は癌細胞株や臨床腫瘍検体において高頻度で認められている 27, 28, 29, 30)。
肝臓を含む正常組織においては、比較的低いレベルの細胞質中の DR5発現が認
められている 20, 30)。TRAILと TRAIL-R経路による生理学的機能は完全には解明
されていないが、免疫監視機構として喘息や自己免疫疾患、Ⅰ型糖尿病、炎症、
細菌性髄膜炎に対する過剰宿主免疫反応などを調節していることが報告されて
いる 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37)。一方、癌における TRAILの意義については、腫瘍免疫に
関与していることが報告されており 38, 39)、NK細胞に発現している TRAILも、
ADCC や Fas リガンドと同様に免疫監視機構の一部を担っていることが明らか
となった。マウスにおいては肝 NK 細胞が腫瘍の浸潤や転移を抑制しており、
その機序は TRAIL依存的であることが明らかとなっている 38)。TRAILノックア
ウトマウスを用いた癌研究により、TRAIL が腫瘍の生着を阻害していること、
メチルコラントレンによって誘発される癌の発生を阻害していることが判明し
た 39, 40, 41)。近年になって、MDSC が DR5 を発現していることが判明した 42)。
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MDSC は骨髄由来細胞のうち顆粒球マーカーと単球/マクロファージマーカーを
同時に発現している集団のことを指し、免疫反応を抑制する 43)。炎症時や担癌
状態で増加するが、好中球や単球よりも短命である。このMDSCの寿命が DR5
によって調節されており、さらに小胞体ストレスで増加した DR5がMDSCのア
ポトーシスを誘導することが示唆された 42)。また、DR4 や Fas は肝細胞に発現
していることが報告されており、リコンビナント TRAIL が正常肝細胞にアポ
トーシスを誘導するという報告もある 44)。このような機序で起こる劇症肝炎は
本来は HAVや HBV感染時に認められる現象である。HBVのエンベロープタン
パクである HBs抗原を肝に発現させたトランスジェニックマウスに HBs抗原特
異的な CTLクローンを移入して生じる肝炎は、DR5と同じ TNFレセプタースー
パーファミリーに属する Fasに依存的であることが報告されている 45)。 
 このような特徴を有する TNFレセプタースーパーファミリーは抗腫瘍薬の標
的として世界中で研究が進められており、特に抗体医薬での研究開発例は多く
存在する 46)。抗体医薬とはその名の通り、生体防御機能のひとつである抗体を
利用した医薬品であり、標的特異性の高さ、半減期の長さ、ADCCや CDCをは
じめとする免疫応答の誘導などが利点および特徴として挙げられる。1975 年、
Köhler と Milstein によってモノクローナル抗体作製技術が確立され、抗体医薬
ブームは始まった 47)。マウスに抗原を投与して採取してきた抗体産生細胞をミ
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エローマと細胞融合し、不死化させる。この不死化したハイブリドーマから産
生される抗体はモノクローナル抗体として均一で安定な大量生産を可能とした。
当時、この画期的な手法が開発されたことで、多くのモノクローナル抗体の臨
床応用が試みられたが、このようなモノクローナル抗体を患者に投与するとマ
ウス由来の抗体に対する抗体が作られ、人体に重篤な副作用が起こることが判
明した 48)。その後、遺伝子工学の発展によりキメラ抗体が新たに開発され、抗
原性の問題は大幅に改善された。キメラ抗体とはマウス抗体の不変部の遺伝子
をヒト抗体遺伝子に組み換えた抗体であり、マウス由来の部位はおよそ 33%に
まで減少し、抗原性は極めて低くなった 48)。このキメラ抗体の代表例がリツキ
シマブである。リツキシマブは抗ヒト CD20 ヒト・マウスキメラ抗体であり、
CD20陽性の B細胞性非ホジキンリンパ腫の適応で 1997年に米国で承認されて
いる 49)。キメラ抗体よりもさらに抗原性を低下させたヒト化抗体も開発された。
ヒト化抗体とはCDR以外の部分をヒト抗体遺伝子に組み換えて作製した抗体の
ことであり、抗体中に含まれるマウス由来の部位は 10%にまで低減された 50)。
ヒト化抗体の代表例としてはハーセプチンが存在する。ハーセプチンは抗ヒト
HER2ヒト化抗体であり、1998年に HER2陽性乳癌を適応として FDAで認可さ
れた 51)。現在では、ファージディスプレイ法やヒト抗体を産生する遺伝子改変
マウスを用いることで完全ヒト抗体の作製も可能になっており、臨床開発の段
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階にある完全ヒト抗体も存在する 52, 53)。 
 本研究ではアゴニスト活性を有する新規ヒト化抗ヒト DR5 抗体である
CS-1008 の抗腫瘍薬としての価値とその作用メカニズムについて解析をした。
DRは TRAILの結合によって多量体化し、細胞内で FADDやカスパーゼ 8を含
む DISCを形成することでアポトーシスを誘導することが報告されている 24, 25)。
抗 DR5抗体に TRAILと同様のアゴニスト作用を発揮させ、アポトーシスを誘導
させることで癌細胞を死滅させることが可能となる。しかしながら、二価の抗
DR5抗体単独ではDR5の多量体化を誘導できないため、二次抗体によりCS-1008
をクロスリンクすることで、ヒト腫瘍細胞株に対する細胞傷害活性の誘導を試
みた。さらに、肝細胞に対する細胞傷害活性を検討し、腫瘍特異性と毒性につ
いても評価を加えた。CS-1008はマウス DR5には結合せず、ヒト DR5に特異的
であることから、免疫不全のヌードマウスにヒト腫瘍を移植することでモデル
動物を作製して CS-1008 の薬効を評価した。また、DR5 を介したアポトーシス
はいくつかの癌化学療法剤によって増強されることから、化学療法剤と適応癌
株の移植モデルでの CS-1008 併用効果を検討し、その併用メカニズムについて
さらに詳細な解析を行なった。本研究の成果を臨床にトランスレート (翻訳) す
ることによって、DRやアポトーシスを標的とした創薬研究および臨床開発の方
向性に対して示唆を与えることが期待された。 
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図 1. 内因性および外因性アポトーシスシグナル 
アポトーシスには、レセプターを介した外因性アポトーシスシグナル とミトコ
ンドリアを介した内因性アポトーシスシグナルの二つの経路が存在する。前者
はレセプター下流のカスパーゼ 8の活性化によって誘導され、後者はミトコン
ドリアからのアポトーシス促進因子の放出によって誘導される。
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図 2. TNFレセプタースーパーファミリー 
TNF レセプタースーパーファミリーは細胞外領域にシステインリッチドメイン
を持つことが特徴である。DR4および DR5は細胞内領域にデスドメインを有す
るが、DcR1は GPIリンカーによって結合し、DcR2はデスドメインに欠損を有
している。OPGは可溶型のレセプターである。 
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第一章 CS-1008のヒト癌細胞およびヒト肝細胞に対する作用 
 
1.1 序論 
 DRファミリーは抗腫瘍薬の標的として期待されている。Amgen社はリコンビ
ナントヒト TRAILそのものを抗腫瘍薬として開発している 54, 55)。しかしながら、
リコンビナントタンパクはヒトの生体内における半減期が短く、TRAIL には肝
障害の懸念があることから、製薬各社では DR4または DR5を標的とした抗体医
薬の研究が始まった 56, 57, 58)。 
 アラバマ大学との共同研究で取得されたTRA-8は新規マウス抗ヒトDR5モノ
クローナル抗体であり、腫瘍細胞株に対して細胞傷害活性を示し、ヒト腫瘍の
ヌードマウス移植モデルにおいて抗腫瘍活性を示した 59, 60, 61)。免疫原性の減弱
のために CDR移植法を用いて TRA-8をヒト化し、CS-1008を得ることに成功し
た。しかしながら、モノマー純度の高い CS-1008 には、TRA-8 で認められたよ
うな強い in vitro殺細胞活性は認められなかった。その原因として、TRA-8の精
製過程における酸処理によって IgG 重合体が増加していたこと、TRA-8 あるい
は CS-1008の重合体は DR5を凝集させて細胞傷害活性を引き起こすことが判明
した。医薬品の品質保証の観点から重合体の混入は避けるべきであり、高純度
の CS-1008 の医薬品化を目指して研究を開始した。まず、DR5 の凝集を引き起
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こすために、抗 hIgG抗体によるクロスリンクを試み、ヒト腫瘍細胞株に対する
細胞傷害活性を検討した。TRAILや他の抗 DR5抗体では肝細胞障害性が認めら
れているため 44, 59, 62)、ヒト初代肝細胞を用いて CS-1008の安全性についても検
討を加えた。さらに、大腸癌移植モデル動物を用いて CS-1008 の抗腫瘍活性を
評価した。 
 
40 
 
41 
 
第二章 CS-1008と標準治療薬の併用とメカニズム解析 
 
2.1. 序論 
 日本での部位別の癌死亡数は肺癌が最も多く、次いで胃癌、大腸癌、肝臓癌、
膵臓癌の順で死亡数が多い (2012 年がんの統計、独立行政法人国立がん研究セ
ンターがん対策情報センター) 。肺癌は組織型によって腺癌、扁平上皮癌、大細
胞癌、小細胞癌の 4 種に大別されるが、化学療法剤に感受性の高い小細胞癌と
それ以外の NSCLCで治療法が異なる。小細胞肺癌は進行が早く化学療法剤が効
きやすいことから、治療の中心は化学療法剤あるいは放射線治療となる。一方、
NSCLCは初期のステージであれば外科的切除、進行したものは化学療法剤や放
射線、外科的切除の併用を施す。すべての治療法が患者に大きな負担となる上
に発見時の進行度によっては完治は難しく、未だに治療満足度の低い癌種であ
る。NSCLC を対象とした薬剤は多く存在し、プラチナ製剤 (シスプラチン、カ
ルボプラチン) やタキサン系薬剤 (ドセタキセル、パクリタキセル) も含まれる。
近年、NSCLCの治療においても分子標的薬が承認され、広く使用されるように
なってきた。抗 VEGF 抗体のベバシズマブ、抗 EGFR 抗体のセツキシマブはそ
れぞれ血管新生阻害と増殖因子阻害によって効果を発揮する 73, 74)。また、チロ
シンキナーゼ阻害剤であるエルロチニブやゲフィチニブ、クリゾチニブも利用
42 
 
されている 75)。分子標的薬は標的分子の発現や遺伝子変異などによって効果が
予測できることから、ある一定の患者には効果を示すことが可能となった。 
 膵臓癌は難治性であり、膵臓癌特有のマーカーがないことから診断による発
見が難しく、また承認薬の少なさも難治性の原因となっている。初期であれば
外科的切除が選択可能であるが、ほとんどの膵臓癌患者が診断時には転移や増
大に陥っており、切除のみでの完治は難しい。また、消化器系の癌の中では位
置的な問題で切除手術が困難となる。承認されている治療薬は 5-FUなどいくつ
か存在するが、2001 年に日本で塩酸ゲムシタビンが承認されてからは、塩酸ゲ
ムシタビンが第一選択薬となった 76)。 
 大腸癌は早期発見の難しくない癌であり、内視鏡的摘除または外科的切除が
非常に効果的である。しかしながら、進行している大腸癌の場合は、肺や肝臓、
リンパ節、腹膜などに転移が認められることが多く、その場合は外科的切除に
加えて放射線治療や化学療法が行なわれている 77)。代表的な化学療法剤は 5-FU、
ロイコボリン、イリノテカン塩酸塩 (イリノテカン)、オキサリプラチンなどが
あり、特に 5-FUとロイコボリン、イリノテカンの 3剤を併用する FOLFIRI療法
は臨床の場で多く用いられている。肺癌治療薬としても承認されている抗体医
薬のベバシズマブとセツキシマブは大腸癌の治療にも用いられている 78)。 
 すべての癌種において、現在までに多くの化学療法剤が承認されてはいるも
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のの、その有効性の低さ、毒性の強さ、癌の多様性などの理由から治療満足度
は未だに低く、一方で患者数は増大し続けている。いくつかの癌種ではすでに
分子標的治療薬が承認されているが、安全性の高い抗体医薬や分子標的薬は癌
治療の分野において強く求められている。 
 癌は多様性に富む疾患であることから、複数の薬剤を併用した治療法が主流
である。抗体医薬は抗原への親和性と腫瘍選択性が非常に高いため毒性が低い
ことが多く、例え標的分子が正常組織に発現していたとしてもその生体内分布
から毒性プロファイルが容易に想定できることが特徴である。比較的安全性が
高く薬効が限定的である抗体医薬と、強い副作用の代わりに広い薬効スペクト
ルを持つ化学療法剤は、併用することで互いの長所と短所を補い合うことが期
待されている。さらに、作用機序に基づいた適切な薬剤との併用効果を検討す
ることによって、実際の臨床での治療に対して重要な示唆を得ることができる
ため、有効性評価と同様にメカニズム解析も重視されている。 
 CS-1008の開発においても標準治療薬との併用は有効な戦略と考え、肺癌と膵
臓癌、大腸癌の移植モデルを用いて、それぞれの標準治療薬であるドセタキセ
ルとゲムシタビン、5-FU、イリノテカンとの併用効果を検討し、そのメカニズ
ムを解析した。 
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図 22. CS-1008とカンプトテシンまたは 5-FUの併用メカニズム 
カンプトテシンまたは 5-FUによって p53が活性化し、p53は Baxと Bak、DR5
の発現を誘導する。CS-1008 を併用することで DR5 からのシグナルが誘導され
るが、カンプトテシンおよび 5-FU によって誘導される DR5 発現増加とミトコ
ンドリア経路の活性化が相乗的にアポトーシスを増強する。 
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総合議論 
 
化学療法剤と CS-1008の併用 
 これまで、リコンビナント TRAILや DR4または 5を標的としたアゴニスト抗
体が臨床試験を開始している 46)。Human Genome Science社は抗 DR4抗体である
mapatumumabと抗DR5抗体である lexatumumabを開発研究しており 56, 57)、Amgen
社はリコンビナント TRAILである AMG951および抗 DR5抗体である AMG655
を 54, 55, 58)、Genentech社は抗 DR5抗体である apomabを開発研究している 93)。し
かしながらその効果は期待されているほど良好なものではなく、有効性を見い
だすことができていない 94, 95, 96)。その状況を打開するために、TRAILや抗 DR
抗体と、化学療法剤や放射線療法との併用について、その効果と分子生物学的
メカニズムについて多くの研究報告がある 60, 61)。種々の化学療法剤によって得
られるアポトーシスの増強には、DRの増加という共通のメカニズムが存在して
いる 46, 86)。一方で、化学療法剤や放射線療法による Baxや Bakの発現増加など
のメカニズムも報告されている 97, 98)。本研究において、化学療法剤による p53
活性化と DR5の発現増加、Baxや Bakの発現増加が同じ細胞内での連続的変化
として確認でき、抗 DR5抗体との併用で内因性および外因性アポトーシスの両
方を増強させることを証明できたことは、アポトーシスシグナル経路の深い理
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解とアポトーシスシグナル経路における DR5の役割の理解に大いに役立つこと
から、本研究成果は生物科学的意義が非常に大きい。また、分子生物学的根拠
に基づいた併用療法は、アポトーシスを利用した創薬研究においても重要な示
唆を与えるものと期待される。一方で、化学療法剤との併用により TRAILがヒ
ト正常肝細胞やリンパ球、骨芽細胞に対して強い細胞傷害活性を示すことも報
告されており 99)、相乗的な併用療法は毒性にも相乗的に作用する危険性があり、
慎重に臨床試験を進めていく必要がある。 
 
分子標的薬と CS-1008の併用 
 癌の薬物治療は化学療法剤による治療がいまだに主流であるが、最近では分
子標的薬も数多く承認され重要な役割を果たしている。抗体医薬も分子標的治
療薬であるが、低分子の分子標的治療薬も多く存在する。低分子の分子標的薬
はチロシンキナーゼ阻害薬に代表されるように、標的分子に結合してシグナル
伝達を阻害するタイプが多い。EGFRや VEGFRなどの膜型チロシンキナーゼを
阻害するゲフィチニブやスニチニブ、mTOR 阻害薬であるテムシロリムス、プ
ロテアソーム阻害剤であるボルテゾミブ、HDAC 阻害剤であるボリノスタット
などが代表例である 100)。このような低分子の分子標的治療薬と DRを標的とし
たバイオ医薬品との併用効果についても多くの論文が発表されている。一例と
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して、プロテアソーム阻害剤であるボルテゾミブと TRAILとの併用効果と生物
学的知見が報告されている 101)。TRAIL や抗 DR5 抗体によるアポトーシスシグ
ナルは同時に NF-κBの活性化も引き起こし、NF-κBアポトーシスの抵抗因子と
して生存あるいはアポトーシス阻害作用を引き起こすことが知られている 102)。
定常状態において NF-κBは阻害タンパク質 I-κBと結合し、抑制された状態で存
在しているが、癌細胞を取り巻く間質細胞によって産生されるサイトカインな
どの刺激によって I-κBがユビキチン化し、プロテアソームによって分解される。
その結果活性化した NF-κBは核内へ移行して増殖関連因子の転写を促進し、生
存、増殖、抗アポトーシスに寄与する。ボルテゾミブは I-κBの分解を抑制する
ことで NF-κBの活性化を抑制するため、TRAILとの併用によってアポトーシス
シグナルに相乗的に作用することが示された 101)。もうひとつの例として、DR
シグナル経路で最も広い抗アポトーシス作用を有する IAP ファミリーの阻害剤
が挙げられる。cIAP-1、-2、XIAPなどの IAPファミリータンパクは活性化カス
パーゼ 3、7、9 などに直接結合して不活性化することにより、カスパーゼ依存
的なアポトーシスを強力に阻害するタンパクである 103)。一方、IAP ファミリー
に対する内在性の阻害タンパクとして smacが存在する。ミトコンドリアから遊
離された smacは IAPファミリータンパクに直接結合してその機能を阻害し、さ
らに IAP ファミリータンパクの分解を誘導する 104)。すなわち、smac、IAP、カ
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スパーゼはアポトーシス促進因子と阻害因子のバランスによって緻密に制御さ
れており、このバランスを崩すことができれば、DRからのアポトーシスシグナ
ルが滞りなく伝達されることが期待される。現在まだ臨床試験の段階ではある
が、smacの構造を模倣した化合物である IAP阻害剤が存在する 105, 106)。IAP阻
害剤は内在性の smacよりも IAPに対して強い親和性を有しており、DRからの
アポトーシスシグナルを増強させることが報告されている 107, 108)。他にも様々な
分子標的治療薬と DR 標的治療との併用効果について報告されており 46)、作用
機作に基づいた科学的根拠のある分子標的薬との併用療法は非常に注目されて
いる。 
 
腫瘍免疫を標的としたバイオ医薬品と CS-1008の併用 
 癌と免疫は密接な関係にある。正常な免疫監視機構を有する生体内では、癌
化した細胞を瞬時に見つけ出して排除する。NK 細胞上の TRAIL はそのような
免疫監視機構としての役割を担っている。しかしながら、DRを発現している癌
組織は実際に存在しており、なんらかの理由で免疫寛容を誘導していることが
考えられる。癌細胞の免疫監視機構から逃れる術はいくつか明らかとなってい
る。自然免疫を担う NK細胞からの回避としては DcRの発現などが知られてい
る 20)。その後に起こる液性免疫や細胞性免疫は、T 細胞が癌細胞を異物と認識
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することで開始される免疫監視機構であるが、癌細胞は癌抗原やその一部を T
細胞に対して提示する HLAを消失させたり、免疫抑制物質を産生したり、免疫
を抑制する抑制性 T細胞やMDSCを誘導することが知られている 109, 110)。免疫
機能は生体が自然に持っている最大の防御機構であるため、癌を取り巻く免疫
回避機構をキャンセルさせることが癌の根治にも繋がるものと注目されており、
CTLA-4や PD-1、PD-L1に対する抗体医薬が上市および開発されている 111, 112, 113)。
一般的に癌特異的な抗体医薬にも免疫賦活作用は期待されており、CS-1008も例
外ではない。担癌状態の生体内において CS-1008 が投与されたとき、標的分子
が発現している癌組織に CS-1008 は効率的に集積し、そこに存在するあるいは
遊走されてきた NK細胞や好中球、単球、マクロファージなどの FcγR陽性免疫
細胞によって CS-1008がクロスリンクされて癌細胞はアポトーシスに陥る 64, 114)。
抗体医薬のみならず、化学療法剤や放射線療法などによって死滅した癌細胞は
マクロファージや樹状細胞などの抗原提示細胞によって貪食されることでクリ
アランスされ、貪食細胞の抗原提示能によって癌免疫が活性化される 115)。しか
し実際には、化学療法や放射線療法によって癌細胞死を誘導しても、必ずしも
癌免疫は活性化されない。一方、CS-1008 などの抗体医薬の中には ADCP 活性
を有するものも存在する 116)。抗原提示細胞は FcγR を介して標的細胞に結合し
た抗体を認識して貪食し、プロセッシングをした癌抗原を提示することで T 細
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胞を活性化し、さらなる液性免疫と細胞性免疫を誘導することができる 115)。ま
た、アポトーシスに陥った細胞が抗体で認識されていた場合、効率的に樹状細
胞に取り込まれて免疫応答が誘導される 117) (発表論文 2) 。しかしながら、アポ
トーシスシグナルおいて分子生物学的な耐性因子が存在するように、癌免疫に
おいてもいくつかの耐性機序が存在することが知られている。死細胞は抗原提
示細胞によって取り込まれてMHC上に癌抗原として提示される。ヘルパーT細
胞は T 細胞受容体を介して抗原提示細胞上の抗原情報を認識し、活性化するこ
とでエフェクター細胞としての機能を有するようになる。この抗原提示細胞と T
細胞との情報交換の際、T細胞上の CTLA-4は抗原提示細胞上の CD80により負
のシグナルを伝達し、T細胞受容体からの活性化シグナルを阻害してしまう 118)。
抗CTLA-4抗体であるイピリムマブは 2011年に FDAから認可されたメラノーマ
を適応とした抗体医薬であり、T細胞の活性化を最大限に引き起こすことがその
主薬効と考えられている 119, 120)。抗マウス DR5 抗体である MD5-1 と抗マウス
CTLA-4抗体を用いて、マウス腫瘍の同系移植モデルでの効果を検討した論文に
よると、併用によって抗腫瘍効果の顕著な増強が認められ、その抗腫瘍効果は
ヘルパーT 細胞のみでなく細胞傷害性 T 細胞に直接作用しているものと推察さ
れた 121)。後期の免疫応答、特に細胞傷害性 T細胞が癌細胞を攻撃する際にも抑
制性の機能が存在する。その解除を目的とした抗体が抗 PD-1抗体ニボルマブで
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ある 122)。細胞傷害性 T細胞が癌細胞上のMHCを認識して攻撃する際、癌細胞
上の PD-L1 から細胞傷害性 T 細胞上の PD-1 に同時に刺激が入り、活性化を抑
制してしまう 123)。ニボルマブは PD-1 をブロックすることによって抑制性シグ
ナルの伝達を阻害し、細胞傷害性 T細胞を効率的に活性化することができる 124)。
先述の抗マウス DR5 抗体を用いたマウス同系移植モデルにおいて、抗 PD-1 抗
体との併用では充分な増強活性が見いだされていない 121)。抗 PD-1 抗体の薬効
は、腫瘍細胞上の PD-L1や PD-L2の発現量と相関している。PD-L1を過剰発現
している癌細胞では、PD-L1依存的に細胞傷害性 T細胞の攻撃を回避しており、
抗 PD-1 抗体の薬効が発揮されやすい環境となっている 125)。すなわち、そのよ
うな癌株を使用することで効率的に非臨床における併用効果を評価することが
可能となり、臨床では PD-L1または PD-L2を過剰発現している患者に対して有
効性が期待される。また、この論文で使用されている抗マウス DR5抗体は抗ヒ
ト DR5抗体である CS-1008とは異なり、アポトーシス誘導能が非常に弱いこと
が判明している 126)。CS-1008をはじめとした臨床試験中の抗 DR5抗体はすべて
ヒトとサルの DR5 にのみ結合し、マウスやラットには結合しない。ゆえに、
CS-1008をマウス腫瘍の同系移植で用いることはできず、T細胞を中心とした獲
得免疫の評価ができる動物モデルが存在しないことが大きなハードルとなって
いる。同様に、この論文で使用された抗マウス CTLA-4抗体や抗マウス PD-1抗
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体が、現在市販されている抗ヒト CTLA-4抗体や抗ヒト PD-1抗体と同じ特徴を
持つかどうかは明らかとなっていない。このような限られた状況であっても、
各臨床用抗体、特に抗 CTLA-4 抗体のサロゲート抗体がマウスモデルにおいて
併用効果を示したことは生物学的および医学的意義が大きく、新しい治療法の
可能性を示唆している。さらに、T細胞や抗原提示細胞に対して抑制性に作用し、
免疫応答を減弱させている大きな要因であるMDSCはDR5を発現している 42, 43)。
実際に抗マウス DR5抗体がMDSCを排除することが示されており 42)、そのよう
な環境下では抗 CTLA-4抗体がより強い効果を発揮することが確認されている。
すなわち、抗 DR5抗体は腫瘍への直接攻撃とMDSC抑制作用の二重効果で腫瘍
免疫に貢献することが示唆されており、イピリムマブやニボルマブとの併用は
新たな治療法として期待されている。 
 
デスレセプターを標的としたバイオ医薬品の展望 
 この 10年で TRAILや DRに関する研究はめざましい進展を遂げた。DRを標
的としたバイオ医薬品は非臨床のモデル動物において強い抗腫瘍活性を示すも
のの、いまだに臨床試験で成功していない。担癌マウスモデルと臨床癌患者の
癌病変にはその性質に大きな乖離があり、DR5 やバイオ医薬品のみならず、癌
研究すべての課題となっている。その課題を解決するためにはバイオマーカー
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とコンパニオン診断薬が必須となっている。感受性規定因子によって効果を推
測し、投薬による影響の有無をバイオマーカー変動によって迅速に判断するこ
とは分子標的薬開発の成功を決める鍵となっている。本研究では、患者層別化
のための感受性規定因子としてDR5とp53ステイタス、有効性のバイオマーカー
として腫瘍中のカスパーゼ活性の有用性を提唱している。併用メカニズムの解
析は分子生物学的意義の大きい研究であるが、患者層別化マーカーや活性バイ
オマーカーを特定できたことは医学的意義が大きい。また、論証に基づく併用
は医師や患者にとっても理解し、受け入れやすく、ベンチ (研究) からベッド 
(臨床) への橋渡しとなる重要な意義を持っている。抗 DR5抗体の展望は決して
明るいものではないが、地道な研究とアイデアによって癌や免疫に関連した疾
患にブレイクスルーをもたらす可能性を秘めている。 
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